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【要約】 
 
 
 
 
 
 
LGR5-β-catenin signaling augments tumor progression through OLFM4-mediated 
STAT3 activation in human intrahepatic cholangiocarcinoma 
 
 
 
 
（LGR5-β-catenin シグナルは OLFM4 を介して 
STAT3 活性を亢進することにより肝内胆管癌の腫瘍悪性度を高める） 
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【背景】肝内胆管癌は集学的治療の進歩にも関わらず、その浸潤能や転移
能の高さから予後不良な悪性腫瘍として知られている。LGR5 は Wnt シグ
ナル経路を構成する受容体の一つとされており、リガンドである R-
spondin が結合することで、Akt/PKA シグナルを介して Wnt-β-catenin シグ
ナルによって細胞内へ遊離された β-catenin のリン酸化を亢進させ、核内
への移行を促すことで様々な標的遺伝子へ作用し、腫瘍進展へ関与するこ
とが知られている。また、Wnt シグナル経路において β-catenin の安定化
に Pin1 が作用しているとの報告も散見される。近年の研究では LGR5 が
いくつかの癌種において腫瘍進展を促進することが示唆されているが、肝
内胆管癌における LGR5 発現およびその意義に関して言及した報告は存在
しない。 
【方法】当院における R0/1 切除が施行された肝内胆管癌 61 例において、
LGR5 の免疫染色を行うことで発現を評価し、臨床病理学的因子や予後と
の関連を評価するとともに、b-catenin、Pin1、OLFM4、GRIM19、CD133、
p-STAT3(Tyr705)、MMP-2、 vimentin、E-cadherin、EpCAM の発現の評価
を行い、LGR5 発現との相関を評価した。細胞実験においては、 2 種類の
肝内胆管癌細胞株を用いて、Wnt インヒビターである IWP-2 を用いた
Wnt 抑制モデル、LGR5 siRNA を用いた LGR5 ノックダウンモデル、Pin1 
siRNA を用いた Pin1 ノックダウンモデルを用い、各種因子の発現をウエ
スタンブロット、EMSA にて評価を行い、さらには invasion assay、3D 
culture、anoikis assay を行うことで EMT や cancer stem cell (CSC)-like 
property との相関を検討し、LGR5-β-catenin シグナルによる肝内胆管癌の
腫瘍進展機序を検討した。 
【結果】肝内胆管癌の臨床検体での免疫染色において、LGR5 発現は β-
catenin 活性・OLFM4 発現・STAT3 活性と正の相関、GRIM19 発現と負の
相関を示した。LGR5 高発現は胆管浸潤、リンパ節転移、血行性転移再発
との有意な相関が認められ、多変量解析にて独立した予後不良因子であっ
た。LGR5 発現は EMT マーカーである vimentin、E-cadherin や、CSC マー
カーである EpCAM の発現と有意な相関を認め、EMT や CSC-like  
property へ関与している可能性が示唆された。また、β-catenin を安定化に
関与すると報告されている Pin1 の免疫染色も行い、LGR5 の発現との相関
を評価したところ、有意な相関は得られなかったものの、LGR5 高発現群
において、Pin1 発現と β-catenin 発現との間に有意な正の相関が認められ
た。この結果を踏まえ、LGR5 高発現群を Pin1 高発現群と低発現群の二群
に分類し、LGR5 低発現群とあわせて OS を評価すると、LGR5 高発現か
つ Pin1 高発現を示す群において有意な予後不良を認めた。以上より、β-
  
catenin 活性亢進のためには LGR5 のみならず Pin1 も必要な可能性が示唆
された。細胞実験では、まず IWP-2 による Wnt 抑制モデルでのウエスタ
ンブロットを行なった。Wnt 抑制によって細胞内、核内共に β-catenin 活
性が低下し、OLFM4 発現低下および GRIM19 発現増強を介して STAT3 活
性が低下した。また、EMT マーカー、CSC マーカーとの相関を検討した
ところ、vimentin、EpCAM、CD133 の発現低下、E-cadherin の発現増強を
認めた。また、IWP-2 による Wnt 抑制に伴う STAT3 活性低下を EMSA に
おいても確認した。3D culture では間葉系細胞への分化の有意な抑制を認
め、invasion assay では浸潤能の有意な低下をきたし、anoikis assay では
anoikis 耐性の低下が認められた。よって、Wnt-β-catenin シグナルが
OLFM4-GRIM19 カスケードを介して STAT3 活性を亢進し、EMT や CSC-
like property を促進する結果、腫瘍悪性度を高めることが示された。続い
て LGR5 ノックダウンモデルでも同様の検討を行なったところ、細胞内、
核内共に β-catenin 活性が低下し、OLFM4 発現低下および GRIM19 発現増
強を介して STAT3 活性が亢進した。さらに vimentin、EpCAM、CD133 の
発現低下、E-cadherin の発現増強を認めた。また、LGR5 ノックダウンに
伴う STAT3 活性低下を EMSA においても確認した。3D culture では間葉
系細胞への分化の有意な抑制を認め、invasion assay では浸潤能の有意な
低下をきたし、anoikis assay では anoikis 耐性の低下が認められた。以上よ
り、LGR5 は Wnt シグナルによって細胞内で複合体より遊離された β-
catenin の活性化に重要な役割を担っていると考えられ、LGR5 により活性
化された β-catenin が OLFM4-GRIM19 カスケードを介して STAT3 活性を
亢進し、EMT や CSC-like property を促進すると考えられた。Pin1 ノック
ダウンモデルにおけるウエスタンブロットでは、LGR5 発現は維持される
ものの、細胞内及び核内における β-catenin の発現低下を認めたことより、
細胞実験においても β-catenin の活性亢進のために LGR5 のみならず Pin1
も必要である可能性が示唆された。 
【考察】肝内胆管癌の腫瘍進展には EMT や CSC-property が関与している
ことは、過去の文献においても報告されている。また、STAT3 に関して
も EMT や CSC-property を促進することによる肝内胆管癌の腫瘍進展への
関与は既報において報告されている。しかし、STAT3 を介した肝内胆管
癌の腫瘍進展への関与の具体的な機序に関しては未だ解明されていない。
STAT3 活性を亢進する因子としては様々な報告があるが、我々は Wnt シ
グナル経路及び、同シグナルに関連する受容体である LGR5 による
STAT3 活性の促進に注目した。Wnt シグナル経路は、Wnt がリガンドと
して Frizzled 受容体に結合することで β-catenin を遊離させる Wnt-β-catenin
  
シグナル経路と、R-spondin が LGR5 に結合することにより Wnt シグナル
により遊離された β-catenin をリン酸化し活性亢進を促す LGR5-β-catenin
シグナル経路の 2 つの経路が関与することが報告されている。Wnt シグナ
ルは様々な癌種において EMT や CSC-property へ関与することが報告され
ているが、肝内胆管癌における腫瘍進展への関与は未だ報告がない。我々
の IWP-2 を用いた Wnt 抑制モデルにおいて、Wnt-β-catenin シグナルによ
る STAT3 活性亢進を介した EMT や CSC-like property への関与が証明され
た。β-catenin の活性亢進による STAT3 活性亢進機序の詳細に関しては未
だ解明されていないが、当教室からの最新の報告において、HCC におけ
る Wnt-β-catenin シグナルの OLFM4-GRIM19 カスケードを介した STAT3
活性亢進機序が示唆されたため、今回の研究では肝内胆管癌における同様
の機序の重要性に注目した。Wnt シグナルの臨床応用としては、
vancutumab といった Frizzled 受容体をターゲットとするモノクローナル抗
体に関しては、膵癌や乳癌において治験が進んでいるものの、現在 IWP-2
を含めた Wnt シグナル阻害剤は、元来 Wnt 自体が人体の恒常性維持に必
要であることより、臨床応用は困難であると考えられている。さらに、
Wnt や Frizzled 受容体は正常組織にも悪性腫瘍にも存在しており、悪性腫
瘍としての予後予測因子としてのバイオマーカーともなりづらいと考えら
れる。かくして、Wnt シグナルを制御しうる新たな治療標的が求められる。
そこで我々が注目したのが腫瘍特異性に発現が見られる LGR5 である。今
回の研究において、我々は正常肝組織では発現に乏しい LGR5 が腫瘍細胞
ではしばしば発現の増強を認めていることを確認した。LGR5 は R-
spondin が結合することで、Akt/PKA シグナル経路を介して Wnt-β-catenin
シグナルにより遊離された β-catenin の活性化を行なっているとされてお
り、今回の研究では臨床検体、細胞実験の検討においてそれらを証明する
ことが出来た。さらに、我々の研究結果において、LGR5 の発現と、β-
catenin 、OLFM4、STAT3 の発現は有意に相関しており、LGR5 発現の多
寡が肝内胆管癌における Wnt シグナルを介した β-catenin 活性化の程度を
決定する主要な因子であると考えられた。今回我々は、肝内胆管癌の臨床
検体における LGR5 発現が血行性転移再発と相関していることを示したが、
この結果は、LGR5 が OLFM4-GRIM19 カスケードを介した STAT3 の活性
化により CSC-like property に関与しているという結果と矛盾しない結果で
あると考えられた。CSC-like property は化学療法抵抗性へ強く関与してい
るとされており、肝内胆管癌も化学療法への抵抗性が強いことが知られて
いる。よって、LGR5 を標的とした治療と化学療法を組み合わせることで、
治癒切除後の血行性転移再発予防を目的とした治療に非常に有用であると
  
考えられた。また、今回我々は、LGR5 を介した STAT3 の活性亢進は
EMT を介した腫瘍浸潤能の促進にも関与していることを証明したが、こ
れらの結果は、肝内胆管癌の臨床検体における LGR5 発現が胆管浸潤やリ
ンパ節転移と相関していたことからも妥当であると考えられ、LGR5 を標
的とした治療が、浸潤能の強い肝内胆管癌に対しての術前化学療法として
有用であるという可能性を示唆する結果と考えられた。以上の結果より、
LGR5 は肝内胆管癌の予後不良因子として優れたバイオマーカーであると
ともに有用な治療標的因子であると考えられるが、未だ LGR5 阻害薬は開
発されておらず、LGR5 を失活させる新規治療の開発が求められる。 
また、今回我々は、Pin1 も Wnt シグナルにおいて、β-catenin の活性化に
寄与していることを実証した。今回の検討で、臨床検体において Pin1 発
現は β-catenin 活性と相関したこと、細胞実験において Pin1 ノックダウン
細胞では LGR5 発現は維持されるものの、β-catenin 活性が有意に低下した
ことなどより、β-catenin の活性化には LGR5 のみならず、Pin1 も必要不可
欠であると考えられた。かくして、Pin1 もまた、β-catenin を介した
STAT3 の活性化を阻害しうる有用な治療標的であると考えられた。 
【結論】LGR5 は Wnt によって遊離された β-catenin の活性化に必要であり、
LGR5 により活性化されたβ-catenin シグナルが、OLFM4-GRIM19 カスケ
ードを介して STAT3 の活性を誘導し、EMT や CSC-like property を亢進す
ることで肝内胆管癌の進展を促進すると考えられた。以上より、LGR5 は
β-catenin 活性を亢進することで肝内胆管癌の腫瘍悪性度を高めるため、有
用な予後予測因子および治療標的因子となりうると考えられた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
